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Özet: Bu çalışmada immünohistokimyasal yöntemlerle, erken gebelik döneminde olan sıçan
endometriyumu stromal hücrelerinde vimentin ve desmin’in gebelik yaşına bağlı olarak ilk ortaya
çıkışları ve dağılımlarında gösterdikleri değişikliklerle, desidual ve implantasyon biyolojisindeki
rollerinin belirlenmesi amaçlandı. Bunun için gebeliğin 1-8.günleri arasında ergin toplam 64 dişi ve 32
erkek sıçan kullanıldı. Sıçan endometriyal stromal dokusunda gebeliğin 1.gününde vimentin, 3.
gününde desmin antikorunun boyandığı gözlendi. Vimentinin erken gebelik döneminde varlığını
sürdürmesine karşın desmin’in implantasyonun başladığı gebeliğin 5.gününü takiben sadece
antimezometriyal bölgede görülmesi dikkat çekici idi.
Sonuçta, sıçanda erken gebelik dönemindeki endometriyal stromada vimentin ve desmin’in hücre
farklılaşma sürecine bağlı olarak farklı zamanlarda ortaya çıktığı, desidualizasyon için belirleyici bir
reaksiyon veren desmin’in implantasyonla birlikte antimezometriyal alanda sınırlı kaldığı,
desidualizasyon ve implantasyon olaylarında bu iki filamentin önemli görevler aldığı sonucuna varıldı.
Anahtar Sözcükler: Endometriyum, Desidualizasyon, İmplantasyon, Desmin, Vimentin, Sıçan.

Distribution of Desmin and Vimentin in the Rat Endometrium During
Early Pregnancy
Abstract: The aim of these studies is to analyze, by immunohistochemical methods, the emergence
and distribution of vimentin and desmin in stromal cells of rat endometrium in early pregnancy and
determine their role in decidualization and implantation biology. For this purpose totally 1-8 days
pregnant 64 female and 32 male rats were used.
On first day of pregnancy vimentin and third day of pregnancy desmin were staining respectively in
the endometrial stromal tissue of rat. Although vimentin was seen during the early pregnancy,
following the day 5 of pregnancy when the implantation begins interestingly desmin was only located
in the antimezometrial region.
The results demonstrated that early pregnancy in endometrial stroma of rat the appearance time of
vimentin and desmin was different because of cell differentiation process. The different reaction for
decidualization which is presented by desmin was during implantation confined to the antimezometrial
region. We concluded that these two intermediate filaments have important roles during
decidualization and implantation process.
Key Words: Endometrium, Decidualization, Implantation, Desmin, Vimentin, Rat.
* E.T.Korgun’un master tezinden özetlenmiştir.
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Giriş
Kemirgenlerde desidual endometriyum 5 farklı bölge gösterir: bazal zon, kapsül,
antimezometriyal desiduama, mezometriyal desiduama ve glikojenik bölge (1). Sıçanda gebeliğin
erken devrelerinde görülen desidualizasyon ve implantasyon olayları, uterusun antimezometriyal
bölgesinde özellikle primer desidual alanda gerçekleşmektedir. Antimezometriyal desiduanın iç
tabakası embriyoyu saran ileri derecede yassı, ara tabakası poligonal, miyometriyuma komşu dış
tabakası predesidual hücrelerden yapılıdır (1). Gebeliğe yanıt, blastosist implantasyonundan
hemen önce endometriyal stromal hücrelerin desidualizasyonu ile başlamaktadır. Embriyonun
implante olmasından ve büyümesinden farklılaşmış stromal desidual hücreler sorumludur (1, 2).
Desidualizasyonda endometriyal stromal hücrelerin büyüklüklerinde, biçimlerinde, organel
dağılımlarında önemli değişiklikler olmaktadır, sekresyon ve sentez aktivitelerinde artışlar
gözlenmektedir. Son yıllarda elde edilen bulgularla, desidualizasyonda DNA, RNA ve protein
sentezi gibi hücresel olayların otokrin, parakrin gibi hücrelerarası etkileşme olaylarıyla eş zamanlı
görüldüğüne işaret edilmesi oldukça ilginçtir (3, 4). Mikrotübül, mikrofilament ve ara filament
gibi sitoplazmik yapılar hücresel morfolojinin ve fonksiyonunun belirlenmesinde olduğu kadar
desidualizasyon süreci için de önemlidir. Molekül ağırlıkları sıra ile 55000 ve 57000 dalton olan
ve tek bir subunitten oluşan ara filamentlerden vimentin ve desmin hücre iskeletini oluşturan en
stabil komponentlerdir (5-7). Hücre içinde spesifik lokalizasyon gösteren bu iki filamentin hücre
farklılaşması olaylarına da katıldıkları bilinmektedir. Vimentin bağ dokusu ve embriyonal
hücrelerde geniş dağılım gösterirken desmin kas hücreleri ile sınırlıdır (5-7). Sıçan desidual
stromal hücrelerinde vimentin ve desmin ara filamentlerinin varlığı, dağılımları ve muhtemel
görevlerine yönelik araştırmalar konuya farklı boyutlar kazandırmıştır (8-10). Ara filament
proteinlerini aşamalı olarak sentezleyip yeni model oluşturan insan dokusu çalışmaları bu konuya
bir model oluşturabilir (11). Erken gebelik sürecinde Desmin ve Vimentin ara filament
proteinlerin hücre farklılaşmasına yönelik davranış gösterdikleri son çalışmalarda belirlenmiştir.
Ancak periyodik gebelik sürecinde bu proteinleri sentezleyen hücre türlerinin implantasyon
odaklarına göre belirlenmesi gerekliliği dikkatten kaçmamaktadır.
Literatür bilgisinden de anlaşıldığı gibi desidualizasyon ve implantasyon olaylarının ara
filament yapılarıyla ilişkileri hakkındaki bilgilerimiz eksiktir. Bu çalışmanın amacı erken gebelik
döneminde olan sıçan endometriyal stromal hücrelerinde hücre içi ara filamentlerden vimentin ve
desminin ilk ortaya çıkışlarına, dağılımlarına ve zamana bağlı olarak gösterdikleri değişikliklere
bakılarak desidualizasyon ve implantasyon olaylarındaki muhtemel rollerini belirlemektir.
Materyal ve Metod
Bu araştırmada daha önce hiç çiftleşmemiş 64 dişi ve 32 ergin erkek albino sıçan (Rattus
norvegicus) kullanıldı. Sıçanlar iki dişiye bir erkek olacak şekilde bir gece kafeste bırakıldılar.
Ertesi sabah dişi sıçanların vajinalarına serum fizyolojik verildi. Ve bir pipetle vajinal sıvı çekilerek
mikroskop altında incelendi. Vajinal sıvısında spermatozoit görülen dişi sıçanlar gebeliğin sıfırıncı
gününde kabul edildiler. Her gebelik günü için bir grup (her grupta 8 gebe sıçan) olmak üzere
gebeliğin 1-8. günlerini kapsayan 8 ayrı çalışma grubu oluşturuldu. Gebeliğin 1-8. günlerinde
uterusun implantasyon alanlarını belirlemek için eter anestezisi altında arka sağ femoral venden
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%0.9 NaCl deki %1 lik evans mavisinden 1 ml verildi. 10 dakika sonra hayvanların karın ön
duvarı açıldı ve boyanma görülen uterus bölgelerinden doku örnekleri alındı. Bu örnekler küçük
parçalar halinde 12 saat Holland fiksatifinde tespit edildi ve daha sonra sıra ile alkol ve ksilol
serilerinden geçirilerek parafine gömüldü.
Poli-L-lisinle kaplı lamlara alınan 6-8 mikron kalınlığındaki parafin kesitler bir gece 60
derecelik etüvde bekletildi. Sıra ile ksilol ve alkol serilerinden geçirilerek distile suya alındı. Fosfat
tamponlu solusyonda (PBS; pH 7.2) 3X5 dakika yıkandı. Kesitler dokulardaki antijenik
maskelenmenin ortamdan kaldırılması için sitrat tamponuna (PH 6; 1000 ml distile su; 2.1 g
sitrik asit, 15 ml NaOH) konuldu ve mikrodalga fırında 2x5 dakika, dışarda 20 dakika bekletildi.
Lamlar PBS de yıkandı ve hidrofobik kalemle üzerindeki doku sınırları çizildi. Endogen
peroksidaz aktivitesinin ortamdan kaldırılması için sınırlanan dokular üzerine %3 lük hidrojen
peroksit damlatıldı ve 20 dakika bekletildi. PBS ile yıkanan kesitler oda sıcaklığında ve nemli
ortamda vimentin (mouse anti-vimentin, kodu N 1521, Dako) ve desmin (mouse anti-desmin,
kodu N 1538, Dako) primer antikorlarıyla 90 dakika boyandı. PBS ile yıkandı. Biyotinlenmiş
sekonder antikorda ve streptavidin-peroksidaz kompleksinde 40 ar dakika boyandı. PBS ile
yıkandı ve kromojen olarak diaminobenzidin de (DAB) 1-3 dakika boyandı. Distile suda yıkandı
ve Mayer hemotoksileni ile 40 saniye zıt boyama yapıldı. Musluk suyunda yıkandı ve kapatma
solusyonuyla kapatıldı. Bu boyama yönteminde kontrol kesitlerine primer antikor yerine PBS
damlatıldı (12).
İmmünohistokimyasal boyaması yapılan doku kesitleri, Zeiss binokuler ışık mikroskobunda
değerlendirildi ve fotograflandırıldı. Fotograflarda koyu siyah alanlar pozitifliği, açık renkte
görülen alanlar negatifliği göstermektedir. Fotoğraf büyütmelerinde; fotooküler büyütmesi ile
objektif büyütmesinin çarpımından çıkan sayısal sonuç orijinal büyütme (O.B.) olarak verildi.
Bulgular
Gebeliğin erken devresinde sıçan endometriyal stromal dokusunda vimentin ve desminin
ortaya çıkış zamanları ile zaman içindeki dağılımlarında önemli farklar vardı.
Vimentin immünoreaktivitesi, gebeliğin 1. gününde mezometriyal-antimezometriyal
bölgelerdeki stromal hücrelerde ve damar duvarı hücrelerinde gözlendi. Genelde
immünoreaktivite, lümene komşu alanda kuvvetli, periferde zayıftı (Şekil 1). 1-8. günlerde
antimezometriyal bölgede özellikle primer desidual alanda kuvvetli olmak üzere her iki alanda da
varlığını sürdürdü. 4. günde antimezometriyal bölgede mezometriyal bölgeye göre kuvvetli
boyanma vardı. Bu devrede endometriyal dokuda ileri damarlanma gözlendi (Şekil 3). 5. günde
her iki bölgede de özellikle primer desidual alanda boyanma kuvvetliydi. Gebeliğin ilk 4 gününde
glandular epitelde ve uterus epitelinde herhangi bir reaktivite gözlenmemesine karşın bez epiteli
bazalinde dar odaklar halinde pozitif reaktivite gösterdi (Şekil 5). 6. günde blastosistin
antimezometriyal bölgede lümen epiteline tutunduğu ve böylece implantasyonun ilk belirtisi
fiziksel temasın sürdüğü belirlendi. Epitelin bu bölgelerinde invaziv bozulmalar vardı. Bu devrede
blastosiste komşu desidual doku çok yoğun boyandı (Şekil 7). 8. günde embriyonun enine
kesitlerinde blastosist uterus kriptasında bir halka şeklinde gözlendi. Gebeliğin bu döneminde
primer desidual alana kıyasla sekonder desidual alanda boyanma kuvvetliydi (Şekil 9).
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Şekil 1.

Sıçan uterus duvarından enine
bir kesitin genel görünümü.
Gebeliğin
1.
gününde,
mezometriyal (MZ)- antimezometriyal (AMZ) bölgelerde
vimentin immünoreaktivitesi
vermiş desidual hücreler (tek
okla) ve damar duvarı hücreleri
(çift okla). O.B. X 25.

Desmin immunoreaktivitesi ilk olarak gebeliğin 1. gününde myometriyal düz kas hücrelerinde
görüldü (Şekil 2) ve 8. güne kadar da pozitifti. Endometriyal dokuda ilk olarak gebeliğin 3.
gününde desidual reaksiyonun habercisi niteliğindeki alanlarda desmin pozitif sonuçlar alındı.
Lümen çevresinde stromal ve damar duvarı hücrelerindeki bu pozitif immünreaktivite 5. güne
kadar kuvvetli artış gösterdi. Boyanma genelde lümen çevresinde kuvvetli periferde zayıftı (Şekil
4, 6). 6. günde antimezometriyal bölgede blastosist trofoblastı invazyonuna bağlı olarak epitelde
yer yer bozulmalar görüldü. 6-7. günlerde boyanma antimezometriyal bölgede sınırlı kaldı (Şekil
8). 8. günde desmin boyanması dramatik bir şekilde azaldı. Sekonder desidual alanda hücre
grupları pozitif reaksiyon vermesine karşın primer desidual alanda boyanma çok azdı (Şekil 10).
Erken gebelik döneminde blastosist trofoblast hücreleri vimentin ve desmin antikorlarıyla
boyanmadı. İmplantasyonu takip eden günlerde endometriyal bezlerin periferde lokalize
oldukları görüldü.
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Şekil 2.

Gebeliğin 1. gününde desminle koyu boyanmış miyometriyum (M) katı görülüyor.
O.B. X 25.

Tartışma ve Sonuç
Desidual stromal dokulardan kaynaklandığı bilinen bir çok sekretuvar ve yapısal proteinin
hücresel orijini hakkındaki bilgiler henüz tartışmalıdır. Bu peptid ve proteinlerin örneğin desidual
hücreler, epitel hücreleri ya da lenfoid hücrelerden orijin alıp almadığı tartışmaya açıktır ve
desidual stromal hücrelerde sentezlenen yapısal proteinlerin belirlenip tanınmasında önemli bazı
gelişmeler olduğu, yapılan çeşitli araştırmalardan anlaşılmaktadır (8-10).
Glasser ve arkadaşları (10) sıçanda desidualizasyonun başlangıcında vimentin ve desmin
sentez oranının 3.76 kat arttığını ve desminin vimentinden daha hızlı sentezlendiğini
göstermişlerdir.
Bu çalışmanın sonuçları, vimentinin gebeliğin 1-8. günlerinde süreklilik göstermesi, desminin
desidualizasyonla birlikte ortaya çıkarak 8.günde dramatik olarak azalması desminin
desidualizasyon ve implantasyon olaylarında önemli görevleri olduğunu göstermektedir. Bu
bulgular aynı zamanda bu iki filamentin sentez ve dağılımlarının dinamik olarak düzenlendiğini
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Şekil 3.

Gebeliğin 3. gününde vimentinle kuvvetli boyanmış antimezometriyal bölge (AMZ) lümen ve endometriyal
bez epiteli (E) ile kas katları (M) negatif reaksiyonlu. O.B. X 25.

Şekil 4.

Gebeliğin 3. gününde desminle boyanmış primer desidual alanlardaki (lümen çevresindeki ilk hücresel halka)
desidual hücreler ve damar duvarı hücreleri (çift okla). Miyometriyum (M) kuvvetli desmin pozitif reaksiyonlu olarak gözleniyor. O.B. X 25.
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Şekil 5.

Gebeliğin 5. gününde vimentinle boyanmış mezometriyal (MZ) - antimezometriyal (AMZ) bölgeler. Primer
desidual alanda kuvvetli reaksiyon dikkat çekici. Bez epiteli (E) bazalinde lokal alanlarda zayıf, damar duvarlarında kuvvetli (çift okla) boyanma mevcut. O.B. X 25.

Şekil 6.

Gebeliğin 5. gününde mezometriyal (MZ) ve antimezometriyal (AMZ) bölgelerde desminle hafif boyanmış
primer desidual alanlar ile kuvvetli boyanmış miyometriyum katları (M) gözleniyor. O.B. X 25.
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Şekil 7.

Gebeliğin 6. gününde endometriyum ile fiziksel kontağı devam eden embriyo taslağı (blastosist) implante
olmaya başlamış. İnvazyona bağlı olarak farklılaşan hücre populasyonu vimentinle koyu boyanmış olarak
gözleniyor. O.B. X 50.

Şekil 8.

Gebeliğin 6. gününde süren implantasyon alanında, desminle zayıf boyanmış endometriyal elemanları
gösteren mikrograf. O.B. X 50.
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Şekil 9.

Gebeliğin 8. gününde embriyon taslağını enine kesen kesidin genel görünümü. Vimentinle zayıf boyanmış
primer (PD) ve kuvvetli boyanmış sekonder desidual alanlar (SD) ile perifere doğru kayan desidualizasyona
bağlı olarak vimentinin gösterdiği dereceli reaksiyon dikkat çekici. O.B. X 25.

Şekil 10.

Şekil -9’un paralel kesidi. Gebeliğin 8. gününde enine kesitte negatif reaksiyonlu embriyo taslağı ve desminle zayıf boyanmış primer desidual alan (PD) gözleniyor. O.B. X 50.
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ifade etmektedir. Erken gebelik döneminde desminin zamana bağlı gösterdiği değişiklikler
stromal hücre elemanlarının değişime yönelik dinamik özellik göstermesi bağlamından da ilginçtir
(9, 11).
Sıçan ve insan endometriyumunda desmin ekspresyonu sadece desidualizasyon esnasında
olmaktadır (13). Desmin’in belli zamanlarda neden azaldığının yanıtı henüz tam olarak
açıklanmış değildir. Bu filamentin desidual hücrelerin dejenerasyonu ile azaldığı ileri
sürülmektedir (8). Desidualizasyonun başlaması ile birlikte desmin’de görülen bu farklı durumu,
sentez aktivitesi artışına bağlı olarak hücre biçimi ve organel dağılımındaki hızlı transformasyonu
ile ilişkilendirilebilir (1, 2, 9, 10). Ara filament molekül elemanlarındaki değişimin gebelik
dinamizminin bir ifadesi olarak yorumlanmalıdır. Desmin’in vimentin’den sonra ortaya çıkması bu
proteinin vimentin sentezi ile ilişkisini göstermesi bakımından da ilginçtir. Desmin’i desidual hücre
farklılaşmasının bir markeri olarak kabul eden görüşleri bu çalışmanın sonuçları da
desteklemektedir (10).
Vimentinin desidual ve non-desidual alanlarda görülmesi bu filamentin desidualizasyondan
ziyade genelde hücre bütünlüğünün korunmasından sorumlu bir protein olabileceği ve hücre
farklılaşmasının mezenşim kök hücreleriyle başlayabileceği dikkate alınmalıdır (9).
Bazı araştırıcılar, gebeliğin ilk trimesterinde insan endometriyumu doku kültüründeki erken
devre hücrelerinde vimentinin perinükleer bölgede lokalize olduğunu, bu tür lokalizasyonun
kuvvetli boyanmış ileri devre hücrelerinde görülmediğini bildirmişlerdir (14). Vimentinin hücre
nukleusu pozisyonuyla ilgili olduğu bilindiğinden, araştırıcılar bu proteinin perinükleer
lokalizasyonunun erken devre hücrelerinde hızlı büyüme ve farklılaşma işareti olarak
yorumlamışlardır (6, 7). Farklılaşma sürecindeki hücrelerde vimentinin görülmesi, bu ara
filamentin hücre differansiyasyonu ve transformasyonu ile ilgili olduğunu gösterir.
Sonuç olarak, erken gebelik döneminde desidualizasyon ve plasentasyona katılan sıçan
endometriyal stromal hücrelerinde vimentin’in gebeliğin 1. gününde, desmin’in 3. gününde
ortaya çıktığı, bu dönemde vimentin’in mezometriyal-antimezometriyal bölgelerde, desmin’in
implantasyon başlangıcından itibaren sadece antimezometriyal bölgede süreklilik gösterdiği;
desidualizasyon ve implantasyon olaylarının vimentin ve desmin gibi filamentlerin varlığı
durumunda hücresel indüktörler olarak görev aldığı ve bunların aracılığıyla gerçekleşebileceği
söylenebilir. Desidual dokuda normal büyüme ve farklılaşma olaylarının açıklanabilmesi için
desidual hücre iskeleti komponentlerinin yapısına ve aralarındaki ilişkilerin belirlenmesine yönelik
yeni çalışmaların yapılması gerekir.
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